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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§) Verfahren zur Zellmessung 

Mehrere Typen von zu testenden Zellen Oder mehrere 
Typen von zu testenden Antigenen von Zellen lassen sich 
gleichzeitig auf einfache Weise mit hoher Empfindlichkeit 
nachweisen, indem man die Zellen oder Antigene mit mehre- 
re n Arten von optisch voneinander unterscheidbaren feinen 
Teilchen, an denen Antikorper haften, umsetzt, wobei die 
Antikorper spezifisch mit den Zellen oder Antigenen reaktiv 
sind; und anschlieSend die Zellen oder Antigene durch eine 
optische Einrichtung, die ein Sortieren der einzelnen feinen 
Teilchen ermoglicht, nachweist. Mehrere Typen von zu te- 
stenden Zellen oder mehrere Typen von zu testenden Anti- 
genen von Zellen lassen sich auch nachweisen. indem man 
die Zellen oder Antigene mit Antikorpern, die jeweils spezi- 
fisch gegenuber den Zellen oder Antigenen reaktiv sind, 
™ umsetzt; anschlie&end damit Antikorper, die an mehreren 
^ Arten von optisch unterscheidbaren feinen Teilchen haften, 
umsetzt, wobei diese Antikorper spezifisch gegenuber den 
vorerwahnten Antikorpern reaktiv sind; und anschlieSend 
die Zellen oder Antigene durch eine optische Einrichtung, 
die ein Sortieren der einzelnen feinen Teilchen ermoglicht, 
nachweist. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Zellmessung, bei dem zu testende 
Zellen in einer Probe durch Umsetzung mit fOr die 
Zellen spezifischen Antikorpern unterschieden s 
werden, dadurch gekennzeichnet, daS man 

— mehrere Typen von zu testenden Zellen mit 
mehreren Typen von optisch voneinander un- 
terscheidbaren feinen Teilchen, an denen Anti- io 
korper haften, umsetzt wobei die Antikorper 
jeweils spezifisch gegeniiber den zu testenden 
Zellen reaktiv sind, und 

— anschlieBend die mehreren Typen von zu 
testenden Zellen durch eine optische Einrich- 15 
tung, die ein Sortieren der einzelnen feinen 
Teilchen ermoglicht nachweist 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die feinen Teilchen ausgewahlt sind 20 
unter synthetischen polymeren Substanzen, Mikro- 
kapseln und anorganischen Substanzen und einen 
Teilchendurchmesser von 10- 10 bis 10~ 6 m aufwei- 
sen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 25 
zeichnet daB es sich bei den feinen Teilchen um 
Latexteilchen handelt 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei den zu testenden Zellen um 
Blutzellen handelt. 30 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Blutzellen ausgewahlt sind unter 
Lymphozyten, Leukozyten, Erythrozyten und Blut- 
plattchen. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 35 
zeichnet, daB mindestens einer der Parameter 
Farbe, Form und Teilchendurchmesser der feinen 
Teilchen eine optische Unterscheidung gestattet 
und die zu testenden Zellen durch Unterscheiden 
der feinen Teilchen mittels eines Mikroskops nach- 40 
gewiesen werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei der die zu testenden Zellen 
enthaltenden Probe um einen Blutausstrich oder 
ein Zytopraparat handelt 45 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mindestens einer der Parameter 
Farbe, Form und Teilchendurchmesser der feinen 
Teilchen eine optische Unterscheidung gestattet 
und daB die zu testenden Zellen durch Unterschei- 50 
den der feinen Teilchen mittels eines FlieBzytome- 
ters nachgewiesen werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB Formen und/oder Teilchendurchmes- 
ser sowie Farben der feinen Teilchen eine optische 55 
Unterscheidung voneinander gestatten. 

10. Verfahren zur Zellmessung, bei dem zu testende 
Zellen in einer Probe durch Umsetzung mit fiir die 
Zellen spezifischen Antikorpern unterschieden 
werden, dadurch gekennzeichnet, daB man 60 

— mehrere Typen von zu testenden Zellen mit 
mehreren Arten von Antikorpern, die spezi- 
fisch mit den zu testenden Zellen reaktiv sind, 
umsetzt, 65 

— anschlieBend Antikorper, die einzeln an 
mehreren Arten von optisch voneinander un- 
terscheidbaren feinen Teilchen haften und die 
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mit den vorerwahnten Antikorpern spezifisch 
reaktiv sind, umsetzt und 

— anschlieBend die mehreren Typen von zu 
testenden Zellen durch eine optische Einrich- 
tung, die ein Sortieren der Zellen ermoglicht, 
nachweist 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die feinen Teilchen ausgewahlt sind 
unter synthetischen polymeren Substanzen, Mikro- 
kapseln und anorganischen Substanzen und einen 
Teilchendurchmesser von 10~ 10 bis 10~ 6 m aufwei- 
sen. 

12. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei den feinen Teilchen um 
Latexteilchen handelt 

13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet daB es sich bei den zu testenden Zellen um 
Blutzellen handelt 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die Blutzellen ausgewahlt sind unter 
Lymphozyten, Leukozyten, Erythozyten und Blut- 
plattchen. 

15. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet daB mindestens einer der Parameter 
Farbe, Form und Teilchendurchmesser der feinen 
Teilchen eine optische Unterscheidung gestattet 
und die zu testenden Zellen durch Unterscheiden 
der feinen Teilchen mittels eines Mikroskops nach- 
gewiesen werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet daB es sich bei der die zu testenden Zellen 
enthaltenden Probe um einen Blutausstrich oder 
ein Zytopraparat handelt - 

17. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet dafl mindestens einer der Parameter 
Farbe, Form und Teilchendurchmesser der feinen 
Teilchen eine optische Unterscheidung gestattet 
und daB die zu testenden Zellen durch Unterschei- 
den der feinen Teilchen mittels eines FlieBzytome- 
ters nachgewiesen werden. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet daB Formen und/oder Teilchendurchmes- 
ser sowie Farben der feinen Teilchen eine optische 
Unterscheidung voneinander gestatten. 

19. Verfahren zur Zellmessung, bei dem zu testende 
Zellen in einer Probe durch Umsetzung mit fur die 
Zellen spezifischen Antikorpern unterschieden 
werden, dadurch gekennzeichnet daB man 

— mehrere Typen von Antigenen der zu te- 
stenden Zellen mit mehreren Arten von op- 
tisch voneinander unterscheidbaren feinen 
Teilchen, an denen Antikorper haften, umsetzt 
wobei die Antikorper jeweils spezifisch gegen- 
iiber den zu testenden Zellen reaktiv sind, 

— die mehreren Typen von Zellantigenen 
durch eine optische Einrichtung, die ein Sortie- 
ren der feinen Teilchen ermoglicht unterschei- 
det und 

— dabei die zu testenden Zellen nachweist 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet daB mehrere Typen von Antigenen auf 
der Oberflache von ein und derselben zu testenden 
Zelle unterschieden werden, wobei die zu testende 
Zelle nachgewiesen wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
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zeichnet, daB die feinen Teilchen ausgewahlt sind 
unter synthetischen polymeren Substanzen, Mikro- 
kapseln und anorganischeri Substanzen und einen 
Teilchendurchmesser von 10- 10 bis 10~ 6 m aufwei- 
sen. 5 

22. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei den feinen Teilchen um 
Latexteilchen handelt. 

23. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl es sich bei den Zellen um Blutzellen io 
handelt. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Blutzellen ausgewahlt sind unter 
Lymphozyten, Leukozyten, Erythrozyten und Blut- 
plattchen. 15 

25. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mindestens einer der Parameter 
Farbe, Form und Teilchendurchmesser der feinen 
Teilchen eine optische Unterscheidung gestattet 
und die mehreren Typen von Antigenen durch Un- 20 
terscheiden der feinen Teilchen mittels eines Mi- 
kroskops nachgewiesen werden. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei der die zu testenden Zelien 
enthattenden Probe um einen Blutausstrich oder 25 
ein Zytopraparat handelt. 

27. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mindestens einer der Parameter 
Farbe, Form und Teilchendurchmesser der feinen 
Teilchen eine optische Unterscheidung gestattet 30 
und die mehreren Typen von Antigenen durch Un- 
terscheiden der feinen Teilchen mittels eines FlieB- 
zytometers nachgewiesen werden. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Formen und/oder Teilchendurchmes- 35 
ser sowie Farben der feinen Teilchen eine optische 
Unterscheidung voneinander gestatten. 

29. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei den Antikorpern um indivi- 
duelle monoklonale Antikorper handelt. 40 

30. Verfahren zur Zellmessung, bei dem zu testende 
Zellen in einer Probe durch Umsetzung mit fur die 
Zellen spezifischen Antikorpern unterschieden 
werden, dadurch gekennzeichnet, daB man 

45 

— mehrere Typen von Antigenen von zu te- 
stenden Zellen mit Antikorpern umsetzt, die 
spezifisch gegenuber den Antigenen reaktiv 
sind, 

— anschlieBend damit Antikorper umsetzt, die 50 
an mehreren Arten von optisch voneinander 
unterscheidbaren feinen Teilchen haften, wo- 
bei die Antikorper spezifisch gegenuber den 
vorerwahnten Antikorpern reaktiv sind, 

— anschlieBend die mehreren Typen von Zel- 55 
lantigenen durch eine optische Einrichtung, die 
ein Sortieren der einzelnen feinen Teilchen er- 
moglicht, unterscheidet und 

— dabei die zu testenden Zellen nachweist. 



31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mehrere Typen von Antigenen auf 
der Oberflache von ein und derselben zu testenden 
Zelle nachgewiesen wird. 

32. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekenn- < 
zeichnet, dafl die feinen Teilchen ausgesahlt sind 
unter synthetischen polymeren Substanzen, Mikro- 
kapseln und anorganischen Substanzen und einen 
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Teilchendurchmesser von IO -10 bis 10~ 6 m aufwei- 
sen. 

33. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei den feinen Teilchen um 
Latexteilchen handelt. 

34. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei den zu testenden Zellen um 
Blutzellen handelt. 

35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Blutzellen ausgewahlt sind unter 
Lymphozyten, Leukozyten, Erythrozyten und Blut- 
plattchen. 

36. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mindestens einer der Parameter 
Farbe. Form und Teilchendurchmesser der feinen 
Teilchen eine optische Unterscheidung gestattet 
und die mehreren Typen von Antigenen durch un- 
terscheiden der feinen Teilchen mittels eines Mi- 
kroskops nachgewiesen werden. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei der die zu testenden Zellen 
enthaltenden Probe um einen Blutausstrich oder 
ein Zytopraparat handelt 

38. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mindestens einer der Parameter 
Farbe, Form und Teilchendurchmesser der feinen 
Teilchen eine optische Unterscheidung gestattet 
und daB die zu testenden Zellen durch Unterschei- 
den der feinen Teilchen mittels eines FlieBzytome- 
ters nachgewiesen werden. 

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl Formen und/oder Teilchendurchmes- 
ser sowie Farben der feinen Teilchen eine optische 
Unterscheidung voneinander gestatten. 

40. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei den Antikorpern um indivi- 
duelle monoklonale Antikorper handelt. 

41. Verfahren zur Zellmessung, bei dem zu testende 
Zellen in einer Probe durch Umsetzung mit fur die 
Zellen spezifischen Antikorpern unterschieden 
werden, dadurch gekennzeichnet, daB man 

(a) einen Teil von mehreren Typen von zu te- 
stenden Zellen mit voneinander unterscheid- 
baren feinen Teilchen, an denen individuelle 
Antikorper haften, umsetzt, wobei die Anti- 
korper jeweils spezifisch gegenuber den zu te- 
stenden Zellen reaktiv sind, 

(b) die restlichen zu testenden Zellen mit indi- 
viduellen Antikorpern, die spezifisch gegen- 
uber diesen zu testenden Zellen reaktiv sind, 
umsetzt, anschlieBend damit an feinen Teil- 
chen haftende Antikorper umsetzt. wobei die 
Antikorper spezifisch gegenuber den individu- 
ellen Antikorpern reaktiv sind und wobei die 
feinen Teilchen optisch von den in (a) erwahn- 
ten feinen Teilchen unterscheidbar sind, und 

(c) die mehreren Arten von zu testenden Zel- 
len durch eine optische Einrichtung, die ein 
Sortieren der individuellen feinen Teilchen er- 
moglicht, nachweist. 

42. Verfahren narh Anspruch 41, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die feinen Teilchen ausgewahlt sind 
unter synthetischen polymeren Substanzen, Mikro- 
kapseln und anorganischen Substanzen und einen 
Teilchendurchmesser von 10-'° bis 10~ 6 m aufwei- 
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43. Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei den feinen Teilchen um 
Latexteilchen handelt 

44. Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei den zu testenden Zellen um 5 
Blutzellen handelt. 

45. Verfahren nach Anspruch 44, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Blutzellen ausgewahlt sind unter 
Lymphozyten, Leukozyten, Erythrozyten und Blut- 
plattchen. 10 

46. Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mindestens .einer der Parameter 
Farbe, Form und Teilchendurchmesser der feinen 
Teilchen eine optische Unterscheidung gestattet 
und die zu testenden Zellen durch Unterscheiden 15 
der feinen Teilchen mittels eines Mikroskops nach- 
gewies en werden. 

47. Verfahren nach Anspruch 46, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei der die zu testenden Zellen 
enthaltenden Probe um einen Blutausstrich oder 20 
ein Zytopraparat handelt. 

48. Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB mindestens einer der Parameter 
Farbe, Form und Teilchendurchmesser der feinen 
Teilchen eine optische Unterscheidung gestattet 25 
und daB die zu testenden Zellen durch Unterschei- 
den der feinen Teilchen mittels eines FlieBzytome- 
ters nachgewiesen werden. 

49. Verfahren nach Anspruch 48, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Formen und/oder Teilchendurchmes- 30 
ser sowie Farben der feinen Teilchen eine optische 
Unterscheidung voneinander gestatten. 

Beschreibung 

35 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Zellmessung, 
insbesondere ein Verfahren zur Zellmessung, das sich 
zur Unterscheidung von mehreren Typen von Zellen 
oder mehreren Typen von Antigenen unter Verwen- 
dung eines Blutausstrichs oder eines Zytopraparats 40 
oder zur Unterscheidung von mehreren Typen von 
Blutzellen oder Gewebezellen mitteis eines FlieBzyto- 
meters eignet. 

Herkommliche Immunoassays bedienen sich ver- 
schiedener analytischer Verfahren unter Anwendung 45 
von unterschiedlichen Markierungssubstanzen. Hierzu 
gehoren beispielsweise Radioimmunoassays und En- 
zymimmunoassays. Viele dieser analytischen Verfahren 
werden zur Analyse von unterschiedlichen Komponen- 
ten in Blut angewandt. Diese analytischen Verfahren 50 
betreffen Substanzen, die an der sog- humoralen Im- 
munitat beteiligt sind. Andererseits wurden in letzter 
Zeit derartige hochempfindliche Immunoassaytechni- 
ken auf die Zellanalyse in Verbindung mit der sog. zell- 
vermittelten Immunitat angewandt, wobei Blutzellen, 55 
wie Lymphozyten und Erythrozyten, Gewebezellen und 
dergl.. immunologisch untersucht werden. Beispielswei- 
se gehoren zu den Lymphozyten T-Zellen (T-Lympho- 
zyten) und B-Zellen (B-Lymphozyten). Beide stammen 
von einer gemeinsamen schmalen Stammzelle ab. Sie eo 
wirken in Kooperation miteinander und verursachen in 
Kooperation mit Makrophagen, Monozyten, mehrker- 
nigen Leukozyten und dergl. Immunoreaktionen. Bei 
verschiedenen immunologischen Erkrankungen stellt 
die Messung einer unnormalen Menge von T-Zellen, die 65 
eine wichtige Rolle bei der zellvermittelten Immunitat 
spielen, oder von B-Zellen, die humorale Antikorper 
bilden, ein wertvolfes Mittel fur die Diagnose oder das 
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Verstandnis der Pathologie dieser Krankheiten dar. 
Diese T-Zellen und B-Zellen werden derzeit auf folgen- 
de Weise gemessen. T-Zellen werden gemessen, indem 
man sich ihrer Eigenschaft zur Bildung einer Rosette mit 
Schaferythrozyten (SRBC) in einem Testrohrchen be- 
dient oder indem man sie durch Membran-Fluoreszenz- 
antikorper-Technik unter Verwendung eines spezifisch 
mit T-Zellen reaktiven Antikorpers (anti-T-Zell-Anti- 
korper) farbt B-Zellen werden gemessen, indem man 
sich ihrer Eigenschaft zur Bildung einer Rosette mit 
Mauseerythrozyten (MRBC) in einem Testrohrchen be- 
dient Da T-Zellen Immunoglobulin an ihrer Membran- 
oberflache aufweisen, besteht eine andere Methode zu 
ihrer Messung darin, daB man fluoreszierend markierte 
anti-human-lmmunoglobulinantikorper aufbringt und 
positive Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop be- 
trachtet (Nippon Rinsho (Japanese Clinic), Bd. 40 (1982), 
Special Fall Number, S. 985). 

Jedoch sind bei den vorstehend beschriebenen Reak- 
tionen unter Rosettenbilduhg zahlreiche aufwendige 
manuelle Arbeitsgange erforderlich, z. B. eine Dichte- 
zentrifugation. AuBerdem besteht eine Iange Wartezeit 
fur die Rosettenbildung. SchlieBlich muB eine mikrosko- 
pische Untersuchung unter Verwendung einer Zellkam- 
mer durchgefuhrt werden. Somit erfordert die Messung 
von T-Zellen oder B-Zellen einen hohen Arbeits- und 
Zeitaufwand. Demgegenuber kann die Membran-Fluo- 
reszenzantikorper-Technik als ein zweckmaBiges Ver- 
fahren bezeichnet werden, bei dem sich aufgrund der 
Verwendung eines spezifischen Antikorpers eine hohe 
Prazision des MeBwertes ergibt. Jedoch ist dieses Ver- 
fahren insofern nachteilhaft, als die Nachweisempfind- 
lichkeit relativ nieder ist, da die Menge an markierender 
Verbindung (fluoreszierende Substanz), die an ein Anti- 
korpermolekul angebracht werden kann, beschrankt isL 
AuBerdem lassen sich nur bestimmte, begrenzte Arten 
von fluoreszierenden Substanzen als markierende Ver- 
bindungen verwenden. Die meisten von ihnen weisen 
ahnliche Fluoreszenzwellenlangen auf. Daher ist es 
schwierig, gleichzeitig eine optische Unterscheidung 
zwischen mehreren Typen von Zellen oder Zellantige- 
nen unter Verwendung von mehreren Typen von fluo- 
reszierenden Substanzen vorzunehmen. 

Andererseits werden Enzymimmunoassay-Techniken 
zur Unterscheidung von Zellen oder Zellantigenen ver- 
wendet Bei diesen Verfahren wird ein Antigen mit ei- 
nem enzymmarkierten Antikorper umgesetzt, und an- 
schlieBend wird eine enzymatische Reaktion unter 
Farbentwicklung durchgefiihrt. Ferner stehen Verfah- 
ren zur Verfugung, bei dem mehrere Typen von Farb- 
stoffen mit ein und derselben Zelle in Kontakt gebracht 
werden, um eine Zellunterscheidung zu ermoglichen. 

Jedoch sind diese Verfahren insofern nachteilhaft, als 
sich farbgebende Substanzen oder bei der Farbentwick- 
lungsreaktion gebildete Materialien haufig lediglich an 
der Zelloberflache abscheiden und daher die Gefahr 
besteht, daB sie nach dem Farben wieder entfernt wer- 
den. AuBerdem kann nur eine beschrankte Anzahl von 
Enzymarten bei derartigen Verfahren eingesetzt wer- 
den, und es ist schwierig, zwischen mehreren Arten von 
Zellen oder Zellantigenen optisch auf der Basis der bei 
der enzymauschen Reaktion entwickelten Farbe zu un- 
terscheiden. AuBerdem sind mehrstufige Reaktionen f in- 
die Farbentwicklung erforderlich und die Wartezeit bis 
zum Vorliegen des Ergebnisses ist lang. 

In der JP-OS 1 32 870/86 ist ein Verfahren beschrie- 
ben. bei dem mehrere Typen von Antikorpern individu- 
ell an Latexteilchen von unterschiedlichem Teilchen- 



OS 38 

7 

durchmesser haften. Unter Verwendung der Latexteil- 
chen mit den daran haftenden individuellen Antikorpern 
und von mit einer fluoreszierenden Substanz markier- 
ten Antikorpern werden zu messende Immunoglobuline 
durch FlieBzytometrie nachgewiesen. Jedoch ist bei ei- 5 
nem derartigen Verfahren die einsetzbare Menge an 
fluoreszierender Markierungssubstanz begrenzt, und es 
ist nicht moglich, mehrere Typen von Markierungssub- 
stanzen zu verwenden, da nur eine Lichtquelle, die eine 
einzige Wellenlange emittiert, eingesetzt werden kann. 10 
AuBerdem muB neben dem optischen Detektor ein De- 
tektor zur Erfassung der Verteilung der Latexteilchen 
eingesetzt werden. Daher ist es schwierig, ein derartiges 
Verfahren zum optischen Nachweis von mehreren Zell- 
typen anzuwenden. 15 

Die JP-OS 45 454/82 beschreibt ein Verfahren, bei 
dem mehrere Typen von Antikorpern mit einer Mehr- 
zahl von unterschiedlichen spektral sensibilisierenden 
photographischen Farbstoffen markiert werden. die 
markierten Antikorper mit mehreren Typen von zu 20 
messenden Antigenen (z. B. Peptiden) umgesetzt wer- 
den, die erhaltenen Reaktionsprodukte als Flecken auf 
eine ein Silberhalogenid enthaltende Schicht aufge- 
bracht werden, die Reaktionsprodukte mit Licht von 
entsprechender spektral sensibiiisierender Wellenlange 25 
zur Durchfuhrung einer Entwicklung belichtet wird, die 
Schwarzungsdichte des belichteten Bereichs gemessen 
wird und dabei die mehreren Typen von Antigenen 
nachgewiesen werden. Auch ein derartiges Verfahren 
ist kompliziert, so daB damit ein Nachweis von mehre- 30 
ren Typen von Zellen nicht einfach durchgefiihrt wer- 
den kann. 

In den letzten Jahren wurde der Nachweis von Anti- 
genen auf einer Zelloberflache durch das Goldkolloid- 
Antikorper-Verfahren durchgefiihrt. Jedoch liegt die 35 
Wellenlange der maximalen Absorption von Goldkol- 
loid im Bereich von 520 bis 540 nm. Daher eignet sich 
das Goldkolloid-Antikorper-Verfahren nicht zur gleich- 
zeitigen Unterscheidung von mehreren Typen von Zel- 
len oder Zellantigenen. 40 

SchlieBlich wurde in ietzter Zeit versucht, ein Verfah- 
ren einzufiihren, bei dem verschiedene Typen von Zel- 
len klassifiziert werden, indem man sich in freter Weise 
der Mustererkennungstechnik auf der Basis der Eigen- 
schaften von Zellen, wie Farbbarkeit und Form, bedient. 45 
Jedoch ist diese Zellklassifizierung unter Anwendung 
dieser Mustererkennungstechniken noch unzureichend 
in der Unterscheidungsprazision. Es besteht ein Bediirf- 
nis zur Entwicklung eines Verfahrens zur Unterschei- 
dung von Zellen, das mit hoher Spezifitat ablauft. 50 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Zell- 
messung bereitzustellen, das in einfacher und rascher 
Weise den Nachweis, die Unterscheidung und die Mes- 
sung nicht nur von T-Zellen oder B-Zellen, sondern auch 
von mehreren Typen von Zellen, wie Blutzellen, Gewe- 55 
bezellen und dergl., oder von mehreren Typen von Zel- 
lantigenen ermoglicht. 

Ein Weg zur Losung dieser Aufgabe besteht darin, 
daB man mehrere Typen von zu testenden Zellen oder 
mehrere Typen von zu testenden Zellantigenen mit 60 
mehreren Typen von optisch voneinander unterscheid- 
baren feinen Teilchen mit daran haftenden Antikorpern 
umsetzt, wobei die Antikorper spezifisch gegeniiber den 
Zellen oder Zellantigenen reaktiv sind, und anschlie- 
Bend die mehreren Typen von Zellen oder Zellantige- 65 
nen gleichzeitig mit einer optischen Einrichtung, die ein 
Sortieren bzw. eine Zuordnung der einzelnen feinen 
Teilchen ermoglicht, nachweist. 
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Ein weiterer Weg zur Losung der genannten Aufgabe 
besteht darin, daB man mehrere Typen von zu testenden 
Zellen oder mehrere Typen von zu testenden Zellanti- 
genen mit Antikorpern, die spezifisch gegeniiber den 
Zellen oder den Zellantigenen reaktiv sind, umsetzt; an- 
schlieBend damit Antikorper, die individuell an mehre- 
ren Arten von optisch voneinander unterscheidbaren 
feinen Teilchen haften, umsetzt, wobei die Antikorper 
spezifisch gegeniiber den vorerwahnten Antikorpern 
reaktiv sind; und anschlieBend die mehreren Typen von 
Zellen oder Zellantigenen gleichzeitig mit einer opti- 
schen Einrichtung, die ein Sortieren der einzelnen feinen 
Teilchen ermoglicht, nachweist. 

Ein weiterer Weg zur Losung der vorgenannten Auf- 
gabe besteht darin, daB man 

(a) einen Teil von mehreren Typen von zu testen- 
den Zellen mit voneinander unterscheidbaren fei- 
nen Teilchen, an denen individuelle Antikorper haf- 
ten. umsetzt, wobei die Antikorper spezifisch ge- 
geniiber diesen zu testenden Zellen reaktiv sind; 

(b) die restlichen zu testenden Zellen mit individuel- 
len Antikorpern, die spezifisch gegeniiber diesen zu 
testenden Zellen reaktiv sind, umsetzt und anschlie- 
Bend damit Antikorper umsetzt, die an feinen Teil- 
chen haften, die optisch von den in (a) genannten 
feinen Teilchen unterscheidbar sind, wobei diese 
Antikorper gegeniiber den individuellen Antikor- 
pern reaktiv sind; und 

(c) die mehreren Typen von zu testenden Zellen 
durch eine optische Einrichtung, die ein Sortieren 
der einzelnen feinen Teilchen ermoglicht, nach- 
weist. 

Nachstehend wird die Erfindung anhand der Zeich- 
nung naher erlautert. Es zeigt 

Fig. 1 ein Diagramm zur Erlauterung einer Ausfiih- 
rungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens zum 
Nachweis von mehreren Typen von Zellantigenen; 

Fig. 2 ein Diagramm zur Erlauterung eines herkdmm- 
Iichen Verfahrens zum Nachweis von mehreren Typen 
von Zellantigenen und 

Fig. 3 ein Diagramm zur Erlauterung des Aufbaus 
eines FlieBzytometers. 

Die Art der erfindungsgemaB verwendeten feinen 
Teilchen ist nicht kritisch. Anders ausgedriickt, es kon- 
nen beim erfindungsgemaBen Verfahren zur Zellmes- 
sung beliebige feine Teilchen verwendet werden, sofern 
sie optisch nachweisbar sind. Beispiele fur derartige fei- 
ne Teilchen sind synthetische polymere Substanzen, wie 
Latexteilchen, beispielsweise aus Polystyrol und dergl.; 
Mikrokapseln, wie Liposomen und dergl.; anorganische 
Substanzen, z. B. Metallteilchen, wie Goldteilchen und 
dergl. Darunter werden Latexteilchen bevorzugt. Die 
GroBe der feinen Teilchen betragt 10-.'° bis 10~ 6 m und 
vorzugsweise 10 -7 bis 10~ 9 m. Eine derartige GroBe 
eignet sich zur Unterscheidung von Zellen oder Zellan- 
tigenen. Was die Form der feinen Teilchen betrifft, kon- 
nen sie beispielsweise die Form von Kugeln, Wiirfeln, 
Sternen und dergl. aufweisen. Selbstverstandlich be- 
steht keine Beschrankung auf diese beispielhaft genann- 
ten Formen. 

Mehrere r Typen von Zellen oder mehrere Typen von 
Zellantigenen Iassen sich gleichzeitig auf der Basis der 
unterschiedlichen GroBe oder Form der feinen Teilchen 
messen, indem man den Teilchendurchmesser oder die 
Form der feinen Teilchen je nach den Typen der zu 
messenden Zellen oder Zellantigene variiert. Eine ande- 
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re Moglichkeit besteht darin, mehrere Typen von Zellen 
oder mehrere Typen von Zellantigenen gleichzeitig zu 
messen, indem man die Farbe der feinen Teilchen, die 
mit den Zellen oder Zellantigenen umgesetzt worden 
sind, nachweist, wenn die feinen Teilchen voneinander 5 
aufgrund einer Variation ihrer Farbe je nach den Typen 
von Zellen oder Zellantigenen unterscheidbar sind. In 
den Ietzten Jahren sind gefarbte Teilchen mit unter- 
schiedlichen Teilchendurchmessern auf den Markt ge- 
kommen, die ebenfalls im erfindungsgemaBen Vefahren 10 
eingesetzt werden konnen. Ferner lassen sich .Zellen 
oder Zellantigene mit hoher Empfindlichkeit nachwei- 
sen, indem man zwei oder mehr der Parameter Zell- 
durchmesser, Form und Farbe miteinander kombiniert 

Der Grund dafiir, warum eine ausreichende Nach- 15 
weisempfindlichkeit mit den bisher allgemein iiblichen 
Verfahren zur Markierung von Antikorpern nicht er- 
reicht werden ' konnte, wird nachstehend anhand des 



bereitgestellt 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren zur Zellmessung 
konnen beliebige Blutzellen, Gewebezellen und dergl. 
gemessen werden. Insbesondere eignet sich das erfin- 
dungsgemaBe MeBverfahren zur Messung von Blutzel- 
len, wie Lymphozyten, Leukozyten, Erythrozyten, Blut- 
plattchen und dergL 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Zellmessung 
eignet sich insbesondere dann, wenn es sich bei der 
Testprobe um einen Blutausstrich oder ein Zytoprapa- 
rat handelt Durch entsprechende Wahl von Farbe, 
Form oder TeilchengroBe der feinen Teilchen konnen 
die in Betracht kommenden Zellen oder die Anwesen- 
heit von Antigen auf der Zelloberflache ohne Beteili- 
gung der Zellen nachgewiesen werden. Daher ist es 
auch moglich, verschiedene Zellen in einer Probe gleich- 
zeitig auf der Basis der Form der Zellen oder auf der 
Basis der Information bei der Zellfarbung und dergL zu 
klassifizieren, sowie die Anwesenheit des Antigens zu 



Verfahrens unter Verwendung von Fluoreszeinisothio- 

cyanat (FITC) einem typischen fluoreszierenden Farb- 20 bestatigen. Fur einen Nachweis von mehreren Typen 
stoff, und von anti-human-AIbumin-Antikorper erlau- von Zellen oder mehreren Typen von Zellantigenen war 
tert. Wird FITC zu einer gegebenen Menge an Antikor- bei herkommlichen Verfahren eine Mehrzahl yon Pra- 
per gegeben, so laBt sich ein markierter Antikorper mit paraten von ein und derselben Probe erforderlich, wah- 
einem hohen Verhaltnis von fluoreszierendem Farbstoff rend das erfindungsgemaBe Verfahren die gleichzeitige 
zu Proteineinheit (F/P) erhalten, indem man die Menge 25 Messung von mehreren Typen von Zellen oder mehre- 
an FITC erhohL Im allgemeinen wird haufig ein mit ren Typen von Zellantigenen unter Verwendung von ein 
- - -- ■ und demselben Praparat ermoglicht AuBerdem lost die- 

ses Verfahren die Schwierigkeit, daB es bei einem der 
Farbbildung unterworfenen Farbstoff bei Mehrfachfar- 
30 bung zu einer Entfarbung kommt 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren zur Zellmessung 



fluoreszierendem Farbstoff markierter Antikorper mit 
einem F/P- Wert von etwa 2 eingesetzt. Ein markierter 
Antikorper mit einem F/P- Verhaltnis von etwa 3 laBt 
sich herstellen, jedoch ist in diesem Fall die Antikorper- 
aktivitat haufig verringert. Somit ist die effektive An- 
zahl von fluoreszierenden Molekiilen pro Antikorper- 
molekiil beschrankt. Es gibt zahlreiche Falle, in denen 
nur 1 Molekul markierter Antikorper an 1 Molekiil Zel- 
lantigen angebracht werden kann. 35 

Daher ist es unmoglich, eine ausreichende Nachweis- 
empfindlichkeit zu erreichen. 

ErfindungsgemaB wird ein Verfahren unter Einsatz 
von optisch unterscheidbaren feinen Teilchen, an denen 
Antikorper. haften, eingesetzt. Selbstverstandlich er- 40 
Iaubt dieses Verfahren den Nachweis von Zellen mit 
einer im Vergleich zu herkommlichen Verfahren, bei 
denen der Antikorper selbst markiert wird, hoheren 
Empfindlichkeit Was die gleichzeitige Messung von 

mehreren Typen von Zellen oder Zellantigenen betrifft, 45 Zellsuspension als Probe eingesetzt. 
so ist die Art der markierenden Substanzen, die bei Eine Zellsuspension wird beispielsweise hergestellt, 

herkommlichen Verfahren eingesetzt werden konnen. indem man mehrere Typen von zu testenden Zellen mit 
z. B. fluoreszierende Farbstoffe fur Fluoreszenzimmu- mehreren Arten von feinen Teilchen, die sich in bezug 
noassays und Enzyme fur Enzymimmunoassays be- auf Farbe und/oder Durchmesser und/oder Form von- 
schrankL Daher besteht auch hinsichtlich der Art von 50 einander unterscheiden und an denen Antikorper haf- 
Zellen oder Zellantigenen, die auf der Basis der Art der ten, umgesetzt werden, wobei die Antikorper jeweils 
markierenden Substanzen gleichzeitig voneinander un- 
terschieden werden konnen, eine Beschrankung. Dem- 
gegeniiber konnen im Fall der im erfindungsgemaBen 
Verfahren eingesetzten feinen Teilchen Teilchendurch- 55 
messer. Form oder Farbe je nach Wunsch ausgewahlt 
oder untereinander kombiniert werden, und es konnen 
zahlreiche Arten von optisch voneinander unterscheid- 
baren feinen Teilchen eingesetzt werden. Somit laBt sich w 

feststellen, daB das erfindungsgemaBe Verfahren zur 60 te feine Teilchen von der Zellsuspension, beispielsweise 
Zellmessung sich zur Unterscheidung und Messung von durch Zentrifugation, zu entfernen. 
mehreren Typen von Zellen oder Zellantigenen eignet. In Fig. 3 wird ein Strom von Zellen 1 in einer Kapilla- 

AuBerdem ist beim erfindungsgemaBen Verfahren re 2 erzeugt und als Strom von Einzelzellen in eine 
zur Zellmessung die bei herkommlichen Verfahren er- DurchfluBzelle 4 geleitet. Eine Lichtquelle 3 ist seitlich 
forderliche Farbbildungsreaktion nicht notwendig, was 65 neben der DurchfluBzelle angeordnet. Auf der anderen 
zu einer groBen Zeit- und Arbeitsersparnis fur das Zell- Seite der DurchfluBzelle befindet sich .ein . Schlitz 5. 
messungsverfahren fuhrt. Somit wird erfindungsgemaB Durch den Schlitz 5 tretendes Licht gelangt in einen 
ein rasches und einfaches Verfahren zur Zellmessung Detektor 6. Aus dem Detektor 6 wird ein Signal in den 



lassen sich die feinen Teilchen leicht unter Verwendung 
eines Mikroskops, z. B. eines optischen oder eines elek- 
trischen Mikroskops, unterscheiden. Insbesondere las- 
sen sich mehrere Typen von Zellen oder Zellantigenen 
leicht und exakt nachweisen, indem man einen Blutaus- 
strich oder ein Zytopraparat als Testprobe einsetzt und 
die feinen Teilchen unter Verwendung eines Mikro- 
skops unterscheidet 

Werden Teilchen, die sich in bezug auf Farbe und/ 
oder Durchmesser und/oder Form voneinander unter- 
scheiden, als feine Teilchen eingesetzt, so lassen sich 
diese exakt mittels eines FlieBzytometers voneinander 
unterscheiden. In diesem Fall wird ublicherweise eine 



spezifisch gegenuber den Zellen reaktiv sind. Anschlie- 
Bend wird die Zellsuspension in das in Fig. 3 gezeigte 
FlieBzytometer eingefiihrt 

Werden mehrere Arten von feinen Teilchen, die sich 
in bezug auf die Farbe voneinander unterscheiden, ver- 
wendet, und wird die Unterscheidung aufgrund des 
Farbunterschieds vorgenommen, so ist es nach der Anti- 
gen-Antikorper-Reaktion erforderlich, nicht-umgesetz- 
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Signalprozessor 7 geleitet. Im Signalprozessor 7 erfolgt 
eine Aufarbeitung der Signale zum Nachweis und zur 
Unterscheidung der in Frage kommenden Zellen auf der 
Basis des absorbierten Lichtanteils oder des Fluores- 
zenzanteils. 5 

Zu testende Zellen durchlaufen das enge Rohr (d. h. 
die DurchfluBzelle) und werden aus der Lichtquelle 3 
mit einem Laserstrahl bestrahlt. Ob es sich um die in 
Frage stehenden Zellen handelt oder nicht, kann bei der 
Laserbestrahlung aufgrund des Fluoreszenzanteils oder io 
des Anteils an absorbiertem Licht beurteilt werden. Au- 
flerdem kann auch eine quantitative Bestimmung der 
Zellen vorgenommen werden. Es ist auch moglich, eine 
qualitative und quantitative Zellmessung aufgrund von 
Lichtstreuung durchzufiihren. Eine Zellsortiervorrich- is 
tung, d. h. ein Zellsortiergerat, kann dem in Fig. 3 ge- 
zeigten automatischen Zellanalysator hinzugefiigt wer- 
den. Die in Frage stehenden Zellen gelangen mit einem 
Wasserstrahl nach unten. Genau dann, wenn die Zellen 
die Stelle erreichen, wo der Wasserstrahl in Wasser- 20 
tropfchen Ubergefuhrt wird, wird dem Wasserstrahl eine 
positive oder negative Ladung verliehen. Sind die Zellen 
negativ geladen, so bewegen sich Wassertropfen mit 
einem Gehalt an diesen Zellen wahrend des Durchlau- 
fens eines elektrischen Hochspannungsfelds 8 in Rich- 25 
tung zu einer positiven Elektrode, so daB die Fallrich- 
tung der Wassertropfen zur positiven Elektrode hin ab- 
gelenkt wird. Auf diese Weise lassen sich die in Frage 
stehenden Zellen in einem ProbengefaB9 sammeln. 
• Werden die zu testenden Zellen mit Hilfe eines FlieB- 30 
zytometers unter Verwendung von feinen Teilchen, die 
voneinander in bezug auf Teilchendurchmesser und/ 
oder Form sowie in bezug auf die Farbe unterscheidbar 
sind, gemessen, so konnen neben GroBe und Form der 
feinen Teilchen sowohl der Anteil der Lichtabsorption 35 
als auch der Lichtstreuung untersucht werden, so daB 
ein genauerer Nachweis der zu testenden Zellen mog- 
lich ist. 

Selbstverstandlich konnen feine Teilchen, die in be- 
zug auf Farbe und/oder Durchmesser und/oder Form 40 
voneinander unterschiedlich sind, mit Hilfe eines Mikro- 
skops unterschieden werden. 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren zur Zellmessung 
werden mehrere Typen von zu testenden Zellen mit 
feinen Teilchen , an denen Antikorper haften, umge- 45 
setzt, wobei die Antikorper spezifisch gegenuber den 
Zellen reaktiv sind, und anschlieBend werden die feinen 
Teilchen mit Hilfe eines Mikroskops oder eines FlieBzy- 
tometers voneinander unterschieden, wobei die zu te- 
stenden Zellen nachgewiesen werden konnen. 50 

Eine andere Nachweismoglichkeit fur zu testende 
Zellen besteht darin, daB man zunachst mehrere Typen 
von zu testenden Zellen mit Antikorpern, die spezifisch 
gegenuber den Zellen reaktiv sind, umsetzt; anschlie- 
Bend das Reaktionsprodukt mit feinen Teilchen, an de- 55 
nen Antikorper haften, umsetzt, wobei diese Antikorper 
spezifisch gegenuber den vorerwahnten Antikorpern 
reaktiv sind; und eine Unterscheidung der so umgesetz- 
ten feinen Teilchen vornimmt. 

Eine weitere Nachweismoglichkeit fur zu testende 60 
Zellen besteht in einer Kombination dieser Verfahren. 
Das heiBt, zu testende Zellen lassen sich auch durch eine 
Kombination von feinen Teilchen, an denen Antikorper 
gegen die zu testenden Zellen haften, und anderen fei- 
nen Teilchen, an denen Antikorper gegen die genannten 65 
Antikorper haften, nachweisen. 

Mehrere Typen von Antigenen auf der Zelloberflache 
lassen sich ebenfalls auf die vorstehend beschriebene 
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Weise nachweisen, indem man feine Teilchen, an denen 
Antikorper haften, verwendet, wobei diese Antikorper 
mit den Antigenen reaktiv sind. Auch hier konnen diese 
Teilchen und andere feine Teilchen. an denen Antikor- 
per haften, wobei diese Antikorper gegenuber den vor- 
erwahnten Antikorpern spezifisch reaktiv sind, kombi- 
niert werden. Dieser Nachweis ermdglicht die Beobach- 
tung unter Mehrfachmarkierung von ein und derselben 
Zelle. 

Beim vorerwahnten erfindungsgemaBen Verfahren 
werden als Antikorper, die gegenuber den Antigenen 
spezifisch reaktiv sind, vorzugsweise monoklonale Anti- 
korper verwendet. 

Blutzellen wurden bisher durch Mustererkennungs- 
techniken mit Hilfe eines Computers auf der Basis ver- 
schiedener Informationen, z. B. Farbung, Form und 
dergl., klassifiziert. Beim erfindungsgemaBen Verfahren 
zur Zellmessung lassen sich Blutzellen klassifizieren, in- 
dem man die zu testenden Zellen mit mehreren Arten 
von optisch voneinander unterscheidbaren feinen Teil- 
chen, an denen Antikorper haften, umsetzt, wobei die 
Antikorper jeweils fur die Zellen spezifisch sind, und die 
feinen Teilchen optisch nachweist. 

Nachstehend werden ein herkommlicher Enzymim- 
munoassay und das erfindungsgemaBe Verfahren, bei 
dem sich mehrere Typen von Zellantigenen nachweisen 
lassen, unter Beschreibung der aufeinanderfolgenden 
Reaktionsstufen erlautert. Beim herkommlichen Ver- 
fahren, beispielsweise beim Nachweis von zwei Typen 
von Zellantigenen gemaB Fig. 2, d. h. eines Antigens 3 
und eines Antigens 4 auf einer Zelle 2, die sich auf einem 
Objekttrager 1 befindet, werden enzymmarkierte Anti- 
korper hergestellt, indem man die Antigene 3 und 4 mit 
zwei Enzymen, die nach der Farbreaktion eine unter- 
schiedliche Farbung ergeben, farbt. Das heiBt, zunachst 
wird ein mit dem Enzym A markierter Antikorper mit 
dem Antigen 3 umgesetzt, wonach ein Substrat A zur 
Durchfiihrung einer enzymatischen Reaktion zugesetzt 
wird. Das Antigen 3 wird durch Beobachten der gebilde- 
ten Farbe (d. h. rote Farbe 3') nachgewiesen. Anschlie- 
Bend wird das Antigen 4 nachgewiesen, indem man es 
mit Antikorper, der mit dem Enzym B markiert ist, um- 
setzt, anschlieBend das Substrat B zuset2t und die gebil- 
dete Farbe beobachtet (z. B. die blaue Farbe 4'). Beim 
beschriebenen herkommlichen Verfahren besteht eine 
Beschrankung hinsichtlich der Enzymarten, so daB die 
Anzahl der Typen von Antigenen, die gleichzeitig nach- 
gewiesen werden kann, ebenfalls beschrankt ist. AuBer- 
dem treten zusatzliche Schwierigkeiten auf, z. B. eine 
Entfarbung im Stadium nach der Farbung. 

Bei dem in Fig. 1 gezeigten erfindungsgemaBen Ver- 
fahren wird eine Probe auf einen Objekttrager t mit 
optisch voneinander unterscheidbaren feinen Teilchen. 
an denen Antikorper haften, umgesetzt, wobei es sich 
um Antikorper gegen ein Antigen 3 und ein Antigen 4 
auf der Oberflache einer Zelle 3 in der Testprobe han- 
delt (z. B. rote feine Teilchen mit einem daran haftenden. 
Antikorper gegen das Antigen 3 und blaue feine Teil- 
chen mit einem daran haftenden Antikorper gegen das 
Antigen 4. 

AnschlieBend werden die einzelnen Teilchen vonein- 
ander mit Hilfe einer optischen Einrichtung, die ein Sor- 
tieren (Zuordnen) der einzelnen Teilchen ermdglicht, 
voneinander unterschieden, beispielsweise mit einem 
Spektroskop 5 durch ein optisches Mikroskop. GemaB 
diesem Verfahren lassen sich das Antigen 3 und das 
Antigen 4 gleichzeitig nachweisen. Eine Ausfiihrungs- 
form der spektralen Eigenschaften der roten Teilchen 
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und der blauen Teilchen ist in Fig. 1 gezeigt 

Nachstehend wird das erfindungsgemaBe Verfahren 
zur Zellmessung an hand von Beispielen naher erlautert 

Beispiel 1 

Gleichzeitige Analyse von T-Zellen und B-Zellen 

Ein Dunnschichtausstrich von Blut eines Patienten 
wird hergestellt, getrocknet und sofort fixiert Der fi- io 
xierte Blutausstrich wird 30 Minuten bei 37° C mit einem 
Reagens aus blauen feinen Latexteilchen rait einem 
Teilchendurchmesser von 0,03 pm, an denen anti-T-Zel- 
len-Antikorper haften, und einem Reagens aus roten 
feinen Latexteilchen -mit einem Teilchendurchmesser is 
von 0,03 pm, an denen anti-B-Zellen-Antikorper haften, 
umgesetzt AnschlieBend werden die Reaktionsproduk- 
te ausreichend mit 0,1 m Phosphatpuffer (pH-Wert 7,4) 
mit einem Gehalt an 1% Humanserumalbumin gewa- 
schen, und uberschussige Reagentien werden entfernt 20 
Sodann werden die prozentualen Anteile an T-Zellen 
und B-Zellen bestimmt, indem man mittels eines opti- 
schen Mikroskops Zellen mit daran haftenden blauen 
feinen Latexteilchen und Zellen mit daran haftenden 
roten feinen Latexteilchen miBt Die Ergebnisse sind in 25 
Tabelle I zusammengestellt 



T-Zellen B-Zellen 

erfindungsgemaBes Verfahren 81% 19% 
herkommliches Verfahren 78% 22% 

35 

Die Ergebnisse in Tabelle I stimmen mit den Ergeb- 
nissen uberein, die mit einem auf die gleiche Weise her- 
gestellten und umgesetzten Blutausrichtpraparat erhal- 
ten werden, wobei man ein herkommliches automati- 40 
sches Hamatogramm-Sortiergerat zum Sortieren von 
Zellen mit daran haftenden roten Teilchen und Zellen 
mit daran haftenden blauen Teilchen verwendet und die 
prozentualen Anteile an T-Zellen und B-Zellen ermit- 
telt 45 

Beispiei 2 

Gleichzeitige Analyse vonT-Zellen und B-Zellen 

50 

Ein Dunnschichtausstrich des Bluts eines Patienten 
wird hergestellt, getrocknet und sofort fixiert Ein Rea- 
gens mit Mause-anti-T-Zellen-Antikorpern und ein 
Reagens mit Ratten-anti-B-Zellen-Antikorpern wird 
tropfenweise zum fixierten Blutausstrich gegeben. Die 55 
Umsetzung wird 30 Minuten bei 37 9 C durchgefuhrt 
AnschlieBend werden die Reaktionsprodukte mit 
Phosphatpuffer mit einem Gehalt an 1% Albumin ge- 
waschen. AnschlieBend werden ein Reagens von blauen 
feinen Latexteilchen mit einem Teilchendurchmesser 60 
von 0,03 pm, an denen Kaninchen-anti-Maus-Antikor- 
per haften, und ein Reagens von roten feinen Latexteil- 
chen mit einem Teilchendurchmesser von 0,03 um, an 
denen Kaninchen-anti-Ratten-Antikorper haften, trop- 
fenweise zu den Reaktionsprodukten gegeben. Die Um- 65 
setzung wird 30 Minuten bei 37° C durchgefuhrt. So- 
dann werden die erhaltenen Produkte gewaschen, und 
die prozentualen Anteile an T-Zellen und B-Zellen wer- 



den bestimmt, indem man die Zellen mit daran haften- 
den blauen Teilchen und die Zellen mit daran haftenden 
roten Teilchen mit Hilfe eines optischen Mikroskops 
miBt. Die Ergebnisse stimmen gut mit den bei einem 
5 herkommlichen Verfahren erhaltenen Ergebnissen 
uberein. 

Beispiel 3 

Gleichzeitige Analyse von mehreren Typen von 
Zellantigenen 

50 pi einer Suspension von Humanlymphozyten wer- 
den mit 50 pi eines Reagens von feinen roten Latexteil- 
chen mit einem Teilchendurchmesser von 0,01 um, an 
denen Human-Transferrin-Rezeptor-Antikorper haften, 
und 50 pi eines Reagens von blauen feinen Latexteil- 
chen mit daran haftenden anti-human-T-Zellen-Anti- 
korpern vermischt Die Umsetzung wird 1 Stunde bei 
37° C durchgefuhrt. Nach Hamolyse von kontaminieren- 
den Erythrozyten werden die Zellen durch lOminutige 
Zentrifugation bei 300 g gewaschen. Die gewaschenen 
Zellen werden zu einem Praparat verarbeitet Zellen, an 
denen sowohl rote Teilchen als auch blaue Teilchen haf- 
ten, werden unter einem Mikroskop betrachtet, wobei 
aktivierte T-Zellen identifiziert werden. 

Beispiel 4 

Gleichzeitige Analyse von T-Zellen und B-Zellen 

Ein Gemisch aus 20 pi einer Suspension von Human- 
lymphozyten und 10 pi Mause-anti-T-Zellen-Antikor- 
per wird 15 Minuten bei 4°C inkubiert Zum Waschen 
der Zellen wird 2 mal 5 Minuten bei 800 g zentrifugiert 
AnschlieBend werden 20 pi eines Reagens von Goldteil- 
chen mit einem Durchmesser von 30 nm, an denen Zie- 
gen-anti-Maus-Antikorper haften, zum fertigen Prazipi- 
tat gegeben. Das erhaltene Gemisch wird 30 Minuten 
bei 37° C inkubiert. Nach 5minutigem Waschen durch 
Zentrifugation bei 800 g werden 50 pi eines Reagens 
von feinen gelben Latexteilchen mit einem Teilchen- 
durchmesser von 0,8 pm, an denen Kaninchen-anti- 
B-Zellen-Antikorper haften, zu dem durch die Zentrifu- 
gation gebildeten Prazipitat gegeben. Die Reaktion 
wird 30 Minuten bei 37° C durchgefuhrt. Nach dem Wa- 
schen der Zellen wird eine Suspension der Zellen auf 
einen Objekttrager getropft, ausgestrichen und fixiert 
Das erhaltene Praparat wird unter einem optischen Mi- 
kroskop betrachtet Es ist moglich, T-Zellen und B-Zel- 
len in einer Lymphozytensuspension auf der Grundlage 
der Farbtone der Zellen und des unterschiedlichen Teil- 
chendurchmessers der gefarbten Teilchen zu unter- 
scheiden. 

Beispiel 5 

Gleichzeitige Analyse von T-Zellen und B-Zellen mit 
Hilfe eines FlieBzytometers 

100 pi einer Lymphozytensuspension werden mit 
50 pi eines Reagens von grun fluoreszierenden Latext- 
eilchen mit daran haftenden anti-T-Zellen-Antikorpern 
und mit 50 pi eines Reagens von rot fluoreszierenden 
Latexteilchen mit daran haftenden Anti-B-Zellen-Anti- 
korpern vermischt Die Umsetzung wird 30 Minuten bei 
37° C durchgefuhrt. AnschlieBend wird 2 mal 10 Minu- 
ten durch Zentrifugation gewaschen. Das endgultige 
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Prazipitat wird mit einer Pufferlosung versetzt. Sodann 
wird die Analyse mit Hilfe eines FlieBzytometers durch- 
gefiihrL In diesem Fall sind zwar 2 Arten von Lasern fiir 
die Bestrahlung erforderlich, da unterschiedlich gefarb- 
te Latexteilchen verwendet werden, jedoch kann der 5 
Nachweis unter Verwendung von Lasern, wie sie iibli- 
cherweise bei Verfahren zur gleichzeitigen quantiativen 
Bestimmung von DNA und RNA verwendet werden, 
erfolgen. 

In Tabelle II sind die prozentualen Anteile der Zell- 10 
zahlen bei Bestimmung mittels Laserbestrahlung und 
durch Auszahlen der Zellen ausgefuhrt. 

Tabelle II 



T-Zellen B-Zellen 



erfindungsgemaBes Verfahren 79% 21% 
herkSmmliches Verfahren 76% 24% 20 
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Tabelle III 



T-Zellen B-Zellen 



erfindungsgemaBes Verfahren 81% . 19% 
herkdmmliches Verfahren 76% 24% 

Die Ergebnisse des herkommlichen Verfahrens bezie- 
hen sich auf eine mikroskopische Untersuchung. Die 
erfindungsgemaBen Ergebnisse beziehen sich auf die 
Zellmessung unter Verwendung der lichtabsorbieren- 
den Substanzen als Markierungssubstanzen. Die Ergeb- 
nisse stimmen gut mit den Ergebnissen des herkommli- 
chen Verfahrens iiberein. 

Wie vorstehend erlautert, lassen sich erfindungsge- 
maB mehrere Typen von Zellen, wie Blutzellen, Gewe- 
bezellen und dergl., oder mehrere Typen von Zellantige- 
nen gleichzeitig leicht und schnell mit hoher Empfind- 
lichkeit unterscheiden und messen. 



Die Ergebnisse von Tabelle II werden erhalten, indem 
man die fluoreszierenden Latexteilchen in haftende 
Verbindung mit den in Frage stehenden Zellen bringt 25 
und die Messung mit Hilfe eines FlieBzytometers durch- 
fuhrt. Diese Ergebnisse stimmen gut mit den gemaB 
einem herkommlichen Verfahren erhaltenen Ergebnis- 
sen iiberein. 

Beim herkommlichen Verfahren werden die T-Zellen 30 
und B-Zellen jeweils gefarbt und anschlieBend mit Hilfe 
eines optischen Mikroskops gemessen. 

Beispiel 6 

35 

Gleichzeitige Analyse von-T-Zellen und B-Zellen unter 
Verwendung von Liposomen 

Liposomen werden auf herkommliche Weise herge- 
stellt. In den Liposomen werden jeweils die lichtabsor- 40 
bierenden Substanzen TAMSMB (2-{2-Thiazolyla- 
zp)-4-methyl-5-sulfomethyl-aminobenzoesaure) und 
Amidoschwarz eingekapselt. Anti-T-Zellen-Antikorper 
und anti-B-Zellen-Antikorper werden auf herkommli- 
che Weise in haftende Verbindung mit den TAMSMB 45 
enthaltenden Liposomen bzw. mit den Amidoschwarz 
enthaltenden Liposomen gebracht. 100 ul einer Lymp- 
hozytensuspension werden mit jeweils 50 u.1 der Losun- 
gen mit den markierten Antikorpern gebracht. Die Urn- 
setzung wird 30 Minuten bei 37°C durchgefiihrt. An- 50 
schlieBend wird 2mal durch lOminutiges Zentrifugieren 
gewaschen. Das endgiiltige Prazipitat wird mit einer 
Pufferlosung versetzt, wonach die Analyse mit Hilfe ei- 
nes FlieBzytometers durchgefiihrt wird. In diesem Fall 
lassen sich die lichtabsorbierenden Substanzen nach- 55 
weisen, indem man die zu messenden Zellen mit weiBem 
Licht belichtet und das durchtretende Licht in seine 
spektralen Komponenten auftrennt. 

Die Anzahl der Signale bei den Wellenlangen 410 nm 
und 600 nm, die auf die in den Liposomen eingekapsel- 60 
ten Substanzen zuriickzufiihren sind, wird ermittelt. Die 
prozentualen Anteile der Zellzahlen sind in Tabelle III 
angegeben. 
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DE 3811566 (HITACHI) 



The application dates from 1988. The object is to differentiate ("Sortieren") 
between several types of antigens or cells. It is therefore a question of 
identifying , not characterising, target cells, e.g. differentiating between 
groups of cells ^including blood platelets) . It is a matter of entire populations 
of cells and not individual cells. Antibodies are employed with known 
specificity for cell types , while our target antigens are not necessarily 
specific to target cells, apart from those we use as targets for antibody-coated 
magnetic microspheres. The use is described of either flow cytometry for 
identifying/differentiating between different types of blood cells , in a cell 
suspension or a microscope for examination of smears/cytopreparations . The 
important thing is that it is not a question of fluoridating microspheres , but 
microspheres which can be differentiated by means of shape, colour and 
diameter. It is not characterising of individual cells which may be 
enriched/selected first. Cells in fluid phase (suspension) are examined by 
flow, those which are not in fluid phase by microscope on a slide. The 
microsphere size is preferably 10 -7 to 10 -9 metres (range 10" 10 to 10"6). 
Old methods are described for determining the number of T or B cells (p. 6, 
5-12) and the many drawbacks of such methods. It is also mentioned that 
instead for the old sheep and mouse RBC rosette formation techniques, 
fluorescence-tagged antibodies (p. 6, 25-30) can be employed directed 
towards the T or B cells' membrane antigens for "Messung" of the target cell 
populations, but that this too is a method encumbered with many drawbacks 
and limitations, including poor expression sensitivity (p. 6, 32-43). Reference 
is then made to the use of latex particles with fluorescence-tagged antibodies 
on the surface used for flow cytometry (p. 7, 1-5). Here too problems and 
limitations are described, including sensitivity, few types of fluorescent 
colours for labelling, most of them with approximately the same wavelength. 

The object of the invention is described (p. 7, 51-57). It is primarily to 
differentiate between T and B cells , but also other types of cells, such as 
blood cells, tissue cells, "und dergleiche". or to differentiate between several 
types of cell antigens . There is nothing to indicate that they have in mind 
cancer cells or the characterisation thereof. Moreover, the intention is clearly 
to differentiate between fair-sized groups of cells and not to study a small 
number of cells among a large population of non-target cells. The proposed 
method appears to entail the use of non-fluoridating microspheres coupled to 
antibodies directed towards antibodies which are specifically bound to the 



target cells, i.e. an indirect method, or also a direct method with cell type- 
specific antibodies bound to the microspheres (p. 8, 17-29). The use of the 
method is at all times described as "Zellmessung" . 

The microspheres may be of latex, polysterol, microcapsules such as 
liposomes and the like, inorganic substances such as metal particles. The size 
may be 10" 10 to 10" 6 m (= 0.0001 - 1 micrometre), preferably 10~ 7 to 10" 9 m 
(0.1 - 0.001 micrometres) . The particles should be identified by colour (p. 9, 
6), size or shape (irrelevant for us). They argue against FITC-labelled 
antibodies. 

The area of application is described (p. 10, 2-7), and it is emphasised that the 
method will be particularly suitable for "Messung" of blood cells 
(lymphocytes, leukocytes, erythrocytes, blood platelets and the like). Special 
mention is then made of blood smears or cvtopreparations . Cells in 
suspension are examined with flow cytometry (p. 10, 44-45), while we 
examine cell suspension in a fluorescence microscope. When it is desirable to 
use colour for identification, it is proposed that unbound particles should be 
removed, e.g. by spinning (we can use the magnetic microspheres for this). 

The figures : 

Figure 1: describes the expression of binding of two antibodies bound to 
microspheres of different colours. These are used on cells on a slide by 
means of microscopy and spectroscopy . 

Figure 2: describes the expression of two types of cells/cell antigens where 
the cells are on a slide and where the antibody binding is expressed by means 
of enzymes . 

Figure 3: illustrates flow cytometry for analysis of cells in suspension. 
The examples: 

In all the examples incubation is performed with antibody-coated particles at 
37°C . This does not work if it is necessary to have as high a degree of 
specificity as that demanded by our objectives. In examples 1-3 the 
microsphere size is 0.03 urn, in example 4 it is 0.8 [am for latex particles and 
30 nm for gold particles, while it is not specified in examples 5 and 6. In 
examples 1 and 2 a blood sample of T and B lymphocyt es on a blood smear 
is examined where the cell is dried and fixed. In example 3 two types of 
microspheres are employed on lymphocytes in suspension, with incubation 



for 1 hour at 37°C. Example 4 is also concerned with analysis of T and B 
cells in suspension where an extract of the sample is dripped on to a slide 
where the cells are fixed . In example 5 green and red fluoridating latex 
particles are employed with anti T and B cell antibody, and the sample is 
examined by means of a flow cvtometer . In example 6 liposomes are 
employed containing light-absorbing substances, and the analysis is 
performed with flow. 

The claims: 

Claim 1: Zellmessung, Sortieren. Antibodies on small particles. 

Claim 2: Synthetic polymer substances, microcapsules, inorganic substances, 

10" 10 to 10-6 m . 

Claim 3: Latex particles 

Claim 4: Blood cells 

Claim 5: Lymphocytes, leukocytes, erythrocytes and blood platelets. 

Claim 6: At least one of the parameters colour, shape and diameter, separated 

in a microscope. 

Claim 7: Blood smears or cytopreparations 
Claim 8: Flow cytometry. 

Claim 9: Flow, separated by means of shape and/or colour. 

Claim 10: In the same sample, differentiate between several types of cells by 

means of antibodies which are specifically bound to the tested cells, use 

antibodies which are bound to particles which can be differentiated from one 

another and which are bound to the primary antibodies. 

Claims 11 - 18: Repetition of 2 - 9. 

Claims 19-29: As for the preceding claims, but direct method. 

The following is the same, but now with antigens and not the cells 
themselves. Then differentiate between types of cells with different antigens. 



